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摘要　利用SignalP、WoLFPSORT、TMHMM、bigＧPIPredictor、TargetP和SecretomeP等软件,对尖孢镰

刀菌甜瓜专化型(Fusariumoxysporumf．sp．melonis,FOM)全基因组２６８１１条蛋白质氨基酸序列进行了分泌

蛋白的预测分析.结果表明,FOM 全基因组编码蛋白中有１１４５个经典分泌蛋白,占编码蛋白总数的４．３％;有

８４７１个非经典分泌蛋白,占编码蛋白总数的３１．６％.对经典分泌蛋白特征进行分析,发现其氨基酸长度集中在

１００~６００个氨基酸,信号肽长度集中在１７~２２个氨基酸.对经典分泌蛋白的功能预测分析表明,有６０５个分泌

蛋白获得了注释,主要涉及糖代谢、转运过程、过氧化氢代谢和生物合成等.对碳水化合物酶类(CAZymes)进行

分析,结果表明有２７７个分泌蛋白为CAZymes,占经典分泌蛋白总数的２４．２％.
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　　由尖孢镰刀菌甜瓜专化型(FusariumoxyspoＧ
rumf．sp．melonis,简称FOM)引起甜瓜枯萎病是

一种土传维管束病害,在甜瓜全生育期均可发生.
随着我国甜瓜种植面积的不断扩大,以及设施栽培

的迅速发展,甜瓜枯萎病的发生也日趋严重,已成为

我国甜瓜主产区最严重的病害之一[１].FOM 共有

４个生理小种(０、１、２和１．２),其中我国台湾地区存

在小种２号,在我国其他地区则仅有 FOM 致病性

分化的相关报道[２Ｇ３].尽管国内外学者对甜瓜枯萎

病开展了大量研究,但由于FOM 遗传背景复杂,目
前关于FOM 的致病机理等仍不清楚.分泌蛋白作

为一类非常重要的生物活性分子,在病原菌对植物

的侵入、定殖和扩展等致病过程中发挥着重要作

用[４Ｇ５].因此,开展病原菌分泌蛋白质的研究已成为

解析病原真菌致病分子机理的重要目标[６].
分泌蛋白(secretedproteins)是指在胞内合成

分泌到胞外发挥功能的蛋白质,其在细胞凋亡、信号

转导、以及生物体的发育等许多生理和病理过程中

扮演着重要角色[７].大多数分泌蛋白质含有信号

肽,通过经典的内质网/高尔基体途径分泌至胞外;

少数分泌蛋白质由于缺少常规信号肽等,而通过非

经典的分泌途径(nonＧclassicalsecretorypathway)
进行分泌[８].近年来,很多重要病原真菌的基因组

测序已经完成,利用生物信息学技术对其全基因组

数据进行挖掘,预测分析分泌蛋白所具有的结构及

功能越来越受到重视.目前,已有许多学者开展了

病原真菌分泌蛋白的预测分析[９Ｇ１１].但迄今为止,
我们 对 FOM 分 泌 蛋 白 的 组 成 等 仍 知 之 甚 少.

FOM 基因组测序的完成[１２]为FOM 分泌蛋白的研

究等 提 供 了 便 利.本 研 究 结 合 SignalP、WoLF
PSORT、TMHMM、bigＧPIPredictor、TargetP 和

SecretomeP等软件,对FOM 分泌蛋白进行预测分

析,拟为进一步明确 FOM 与寄主互作的分子机制

等奠定基础.

1　材料与方法

1.1　FOM 基因组编码蛋白质数据来源

FOM 基因组编码的２６８１１个蛋白质氨基酸序

列下载自数据库(http://www．broadinstitute．org/

annotation/genome/fusarium _group/MultiDownＧ
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loads．html).
1.2　FOM 经典分泌蛋白的预测标准

将同时符合以下４个特征的FOM 蛋白质定义

为经典分泌蛋白:(１)具有 NＧ端信号肽;(２)亚细胞

定位为胞外分泌类型,不具有细胞质、细胞质膜及其

他亚细胞预测定位信号;(３)不含有跨膜结构域;
(４)没有 GPI锚定位点[１３].
1.3　分泌蛋白 NＧ端信号肽的预测

利用SignalP４．１Server(http://www．cbs．dtu．
dk/services/SignalP/)对FOM 基因组编码的所有

蛋白质 NＧ端信号肽进行在线预测分析[１４].分泌信

号肽的判别式为:L＝－９１８．２３５－１２３．４５５(SＧmean
score)＋１９８３．４４ (HMMscore);其中,SＧmean值

为蛋白质中单个氨基酸信号肽位置的平均预测值;

HMM 值是隐马可夫模型预测出的值;若L 值＞０,
则判定该蛋白质具有分泌型的信号肽[１５].
1.4　分泌蛋白的亚细胞定位预测

利用 WoLFPSORT (http://www．genscript．
com/psort/wolf_psort．html)[１６] 和 TargetP１．１
Server(http://www．cbs．dtu．dk/services/TarＧ
getP/)[１７]对FOM 中含有 NＧ端信号肽的蛋白质进

行亚细胞定位预测分析.
1.5　分泌蛋白跨膜结构域的预测

利用TMHMMServerv２．０(http://www．cbs．
dtu．dk/services/TMHMM/)对 FOM 中具有 NＧ端

信号肽且定位于胞外的蛋白质跨膜结构域进行预测

分析[１８].
1.6　GPI 锚定位点预测

选取 FOM 中含有 NＧ端信号肽、定位于胞外、
且具有跨膜结构域的蛋白质,利用bigＧPIPredictor
(http://mendel．imp．ac．at/sat/gpi/gpi_server．htＧ
ml)[１９]对其 GPI锚定位点进行分析.
1.7　FOM 非经典分泌蛋白质的预测分析

选取不含有 NＧ端信号肽的 FOM 蛋白质氨基

酸序列,利用SecretomeP２．０Server(http://www．
cbs．dtu．dk/services/SecretomeP/)对非经典分泌

蛋白进行在线预测分析;利用人工神经网络算法

(neuralnetwork,NN)进行预测,并将不含有 NＧ端

信号肽、且氨基酸序列 NNＧscore＞０．５的蛋白质定

义为非经典分泌蛋白[２０].
1.8　FOM 经典分泌蛋白的功能分析及 CAZymes
的注释

　　 利用 UniProt数据库 (http://www．uniprot．

org/),对FOM 所有经典分泌蛋白的功能进行预

测.利用BLASTP软件比较 FOM 经典分泌蛋白

与CAZymes序列(下载自http://www．cazy．org/)
的同源性(E 值≤１０－５、且序列一致性≥３０％),输出

结果去除冗余,保留最佳匹配结果,得到FOM 分泌

蛋白的CAZymes[２１];参与植物细胞壁组分降解的

CAZymes分类按CAZy数据库提供的家族功能进

行分析[２２].

2　结果与分析

2.1　FOM 全基因组经典分泌蛋白的预测分析结果

１)基于 NＧ端信号肽的经典分泌蛋白预测分析

结果.SignalP软件常用于预测真核生物蛋白质中

信号肽的切割位点及存在的具体位置.我们利用

SignalP４．１Server对 FOM 全基因组２６８１１条蛋

白质氨基酸序列的信号肽进行在线预测分析,结果

发现具有分泌型信号肽的蛋白质氨基酸序列有

２１４６个,占总数的８．０％.

２)基于亚细胞定位的分泌蛋白预测分析结果.
蛋白质是否具有 NＧ端信号肽,是明确其是否属于经

典分泌蛋白的必要条件;但对于该蛋白是否分泌到

胞外并不清楚.因此,进一步利用 WoLFPSORT
软件,对上述具有信号肽的２１４６个分泌型蛋白质

进行亚细胞定位预测分析;结果表明有１４４２个蛋

白质分泌到胞外,属于胞外分泌蛋白类型;有７０４个

蛋白质不分泌到胞外,而是分别转运至细胞质(１４２
个)、线粒体(１８６个)、细胞核(８０个)和细胞质膜

(２９３个)中;此外,有３个蛋白质未能成功预测.

３)基于跨膜结构域的分泌蛋白预测分析结果.
具有胞外分泌型信号肽的蛋白质如果同时含有跨膜

区,则表明其可能为离子通道蛋白、膜锚定蛋白或膜

受体,而不是典型的分泌蛋白[２３].因此,进一步利

用TMHMMServerv２．０对上述属于胞外分泌蛋白

类型的１４４２个蛋白质的跨膜结构域进行分析;结
果表明有１２０８个蛋白质没有跨膜螺旋,具有典型

的分泌蛋白特征;有２１６个蛋白质氨基酸序列含有

１个跨膜螺旋区,１８个蛋白质氨基酸序列都有２个

以上的跨膜螺旋区,不属于典型的分泌蛋白.

４)基于 GPI锚定位点的分泌蛋白预测分析结

果.GPI锚定是真核生物中一种常见的蛋白质翻译

后修饰,其通过羧基末端的糖基化磷脂酰肌醇(glyＧ
cosylphosphatidyＧlinositolＧanchoredprotein)结 构

锚定于细胞膜表面,因此在预测分泌蛋白时需要将

５２
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这一部分蛋白质进行排除[９].利用bigＧPIPredicＧ
tor软件对上述１２０８个没有跨膜结构域的蛋白质

进行分析,结果表明有１２个蛋白质具有 GPI锚定

位点,不符合经典的分泌蛋白特征;有１１９６个蛋白

质氨基酸序列则不具有 GPI锚定位点,具有经典分

泌蛋白特征.

５)基于亚细胞定位的分泌蛋白验证分析结果.
为进一步精确分析上述１１９６个蛋白质是否属于经

典分泌蛋白,进一步结合 TargetP１．１Server对这

些蛋白质的亚细胞定位进行了分析.TargetP１．１
Server可以分析蛋白质是否含有线粒体靶向肽(miＧ
tochondrialtargetingpeptide)、叶绿体转运肽(chloＧ
roplasttransitpeptide)、分泌型信号肽(secretory
pathwaysignalpeptide)等;与 WoLFPSORT分析

结果相结合,能进一步提高经典分泌蛋白预测的精

确性.结果表明,含有线粒体靶向肽和叶绿体转运

肽的蛋白质氨基酸序列分别有４３个和８个,含有分

泌型信号肽的有 １１４５ 个.综合上述结果,基于

FOM 全基因组预测分析的２６８１１个蛋白质氨基酸

序列中,有１１４５个蛋白质具有经典分泌蛋白质特

征,所占比例为４．３％.
2.2　FOM 经典分泌蛋白的特征分析

１)FOM 经典分泌蛋白的氨基酸长度分析结

果.对１１４５个FOM 经典分泌蛋白的氨基酸长度

分布特征进行分析,结果表明其大多集中在１００~
６００个氨基酸之间(图１);其中,以３００~３９９个氨基

酸长度为最多,占经典分泌蛋白总数的１９．９％;以

２００~２９９个氨基酸长度次之,占经典分泌蛋白总数

的１６．７％;以４００~４９９个氨基酸长度第三,占经典

分泌蛋白总数的１５．１％.

图１　FOM经典分泌蛋白的氨基酸长度分布

Fig．１　Theaminoacidlengthdistributionof
classicallysecretedproteinsinFOM

　　２)FOM 经典分泌蛋白信号肽长度分析结果.

对１１４５个FOM 经典分泌蛋白所含信号肽的氨基

酸长度进行分析,结果表明以信号肽长度为１７~２２
个氨基酸的序列最为集中,占经典分泌蛋白总数的

７６．８％(图２).其中,以信号肽长度为１９个氨基酸

的分泌蛋白最多,占经典分泌蛋白总数的１６．８％;以
信号肽长度为２０个氨基酸的分泌蛋白次之,占经典

分泌蛋白总数的１５．５％.

图２　FOM经典分泌蛋白的信号肽长度分布

Fig．２　Thesignalpeptideslengthdistribution
ofclassicallysecretedproteinsinFOM

2.3　FOM 中非经典分泌蛋白的预测分析

对FOM 全基因组２６８１１个蛋白质氨基酸序列

的信号肽分析中,仅有２１４６个蛋白质具有分泌型

信号肽.在此基础上,我们利用 SecretomeP２．０
Server对FOM 中不具有分泌型信号肽的２４６６５个

蛋白质氨基酸序列进行了分析.结果表明,有８４７１
个蛋白质氨基酸序列符合SecretomeP２．０的非典

型分 泌 蛋 白 特 征,占 全 基 因 组 编 码 蛋 白 总 数 的

３１．６％.
2.4　FOM 经典分泌蛋白的功能预测分析

利用 UniProt数 据 库 (http://www．uniprot．
org/),对１１４５个FOM 经典分泌蛋白质的功能进

行预测分析.结果表明,在１１４５个蛋白质中,有

６０５个分泌蛋白获得了注释,占经典分泌蛋白总数

的５２．８％(表１).其中,２３２个蛋白具有生物学过程

(biologicalprocess)注释,以糖代谢过程相关分泌蛋

白最多(１０５个);４６５个蛋白具有分子功能(molecuＧ
larfunction)注释,以水解酶 活 性 分 泌 蛋 白 最 多

(１３４个).
2.5　FOM 经典分泌蛋白 CAZymes 的注释与分析

碳 水 化 合 物 酶 类 (carbohydrateＧactive enＧ
zymes,CAZymes)是参与碳水化合物合成和降解的

重要 酶 类,主 要 包 括 糖 基 转 移 酶 (glycosyltransＧ
ferases,GT)、多糖裂解酶(polysaccharidelyases,

PL)、糖基水解酶(glycosidehydrolases,GH)、碳水

６２
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表１　FOM经典分泌蛋白的功能注释分析

Table１　FunctionalannotationandcategoriesofclassicallysecretedproteinsinFOM

分子功能

Molecularfunction

分泌蛋白数量

Numberof
secretedproteins

生物学功能

Biologicalprocess

分泌蛋白数量

Numberof
secretedproteins

水解酶活性 Hydrolaseactivity １３４ 糖代谢 Carbohydratemetabolicprocess １０５
氧化还原酶活性

Oxidoreductaseactivity
１１１

过氧化氢代谢

Hydrogenperoxidecatabolicprocess
１７

激酶活性 Kinaseactivity ３６ 生物合成 Biosyntheticprocess ２４
ATP结合 ATPbinding ２８ 转运过程 Transportprocess ２８

核酸结合 Nucleicacidbinding ２３
细胞壁大分子代谢

Cellwallmacromoleculecatabolicprocess
１２

裂解酶活性 Lyaseactivity １２ 其他 Others ４６
催化活性 Catalyticactivity ４６ － －
其他 Others ４４ － －
总计 Total ４６５ ２３２
　注:经典分泌蛋白的功能注释与分类均来自 UniProt数据库.Note:Functionalannotationandcategoriesofeachclassicallysecreted

proteinwasfrom UniProtdatabase．

化合物酯酶(carbohydrateesterases,CE)、碳水化合

物结合模块(carbohydrateＧbindingmodules,CBM)
及辅 助 模 块 酶 类 (auxiliaryactivities,AA)等 ６
类[２４].对FOM 中具有功能注释的６０５个经典分泌

蛋白进行了分析,结果表明有２７７个分泌蛋白为

CAZymes,占经典分泌蛋白总数的２４．２％(表２).
其中,GH 家族最多,占３３．６％;GT 家族次之,占

２７．４％;PL家族最少,仅有２个蛋白.进一步对直

接 参 与 寄 主 植 物 细 胞 壁 组 分 降 解 的 不 同 种 类

CAZymes的亚家族进行分析,结果表明,参与植物

细胞壁组分纤维素降解的 GH 亚家族共有８个(含
５个 GH３、２个 GH５和１个 GH７),参与植物细胞

壁组分果胶降解的 GH 和PL亚家族共有２２个(含

６个GH２８、２个GH３５、６个GH４３,２个GH５１、１个

GH５３、１ 个 GH５４、１ 个 PL１、１ 个 PL３ 和 ２ 个

CE８),参与植物细胞壁组分木聚糖降解的GH亚

表２　FOM经典分泌蛋白CAZymes的注释与分析

Table２　AnnotationandanalysisoftheCAZymes

ofclassicallysecretedproteinsinFOM

CAZymes家族

CAZymes
families

CAZymes亚家族数量

NumberofCAZymes
subfamilies

CAZymes数量

Numberof
CAZymes

GH ３６ ９３
GT １４ ７６
PL ２ ２
CE ６ ２３

CBM １４ ２７
AA ６ ５６

总计 Total ７８ ２７７
　注:蛋白质的CAZymes注释来自CAZy数据库.Note:FuncＧ

tionalannotationofeachproteinwasfrom CAZydataＧ

base．

家族共有 １２ 个(含 １ 个 GH１０、２ 个 GH１１、６ 个

GH４３、１个 GH６２和２个 GH６７).

3　讨　论

随着大量病原真菌基因组测序的完成,许多学

者先后开展了真菌基因组规模的分泌蛋白预测分

析.例如,于钦亮等[２５]结合４个分析软件(SignalP、

TargetP、BigＧPIPredictor和 TMHMM)对小麦赤

霉病菌(F．graminearum)全基因组１１６４０个蛋白

编码基因的 NＧ端氨基酸序列进行了分析,预测出

６０６个经典分泌蛋白编码基因,占基因组中编码蛋

白基因总数的５．４％.也有学者先后开展了基于全

基因组的稻瘟病菌(Magnaportheoryzae)、马铃薯

晚疫病菌 (Phytophthorainfestans)、禾谷炭疽菌

(Colletotrichumgraminicola)和小麦禾生球腔菌

(Mycosphaerellagraminicola)等的分泌蛋白预测

分析,结果表明分泌蛋白分别占编码蛋白总数的

９．０％、３．０％、５．２％和４．５％[９Ｇ１１,２６].综合应用 SigＧ
nalP、WoLFPSORT、TargetP、TMHMM 和BigＧPI
Predictor等 软 件,本 文 首 次 对 FOM 全 基 因 组

２６８１１个蛋白质氨基酸序列进行了分泌蛋白的预测

分析;结果表明有１１４５个蛋白质为经典分泌蛋白,
占编码蛋白总数的４．３％.与其他病原真菌相比,

FOM 经典分泌蛋白占全基因组编码蛋白比例相

似.与经典分泌蛋白预测相比,病原真菌非经典分

泌蛋白的预测分析则开展较少.业艳芬等[２３]用SeＧ
cretomeP对已公布的１４８６个稻瘟菌小蛋白基因的

NＧ端氨基酸序列进行了信号肽分析,发现有９４９个

为非经典分泌蛋白.本文应用SecretomeP对FOM

７２
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的非经典分泌蛋白进行了预测分析,结果表明有

８４７１个蛋白质为非经典分泌蛋白,占编码蛋白总数

的３１．６％.非经典分泌途径是经典分泌途径的有益

补充,有利于蛋白正确构象的形成和正常功能的行

使,与外界的胁迫反应、自噬等生命活动密切相

关[２７Ｇ２８].但目前对于非经典分泌途径的分子机制等

仍不是很清楚,有待进一步阐明[２９].

CAZymes是病原菌重要的致病因素,具有降解

寄主植物细胞壁的作用,是保证病原菌成功侵染寄

主的关键因素之一[３０].对 FOM 经典分泌蛋白的

分析结果表明,有２７７个分泌蛋白为 CAZymes,占
分泌蛋白总数的 ２４．２％.陈相永等[２４]对核盘菌

(Sclerotiniasclerotiorum)、灰霉菌(BotrytiscineＧ
rea)、小麦叶斑病菌(Stagonosporanodorum)、玉米

小斑病菌(Cochliobolusheterotrophus)和大丽轮枝

菌(Verticilliumdahliae)５种死体营养型真菌进行

了分析,结果表明其 CAZymes数量为 １７６~２８９
个,约占分泌蛋白总数的２６．０％.与其他死体营养

型真菌相比,FOM 所分泌的CAZymes数量和占分

泌蛋白的比例基本相当,并都远高于活体营养型真

菌(CAZymes约占分泌蛋白总数的１５．０％)[２４].对

CAZymes亚家族的分析结果表明,与其他死体营养

型真菌相比(上述５种死体营养型真菌中参与纤维

素降解的GH 亚家族数量为２６~５１个、参与果胶降

解的 GH 和PL亚家族数量为３６~８４个、参与木聚

糖降解的 GH 亚家族为１１~３７个),FOM 所分泌

的细胞壁降解酶数量较少,其原因仍有待进一步

研究.
应用生物信息学技术,本文从全基因组水平对

FOM 分泌蛋白质组进行了预测,并对经典分泌蛋

白的功能注释及 CAZymes等进行了分析,有助于

进一步获得感兴趣的重要功能蛋白.但我们对于

FOM 与寄主互作过程中蛋白质的真实分泌情况等

并不清楚.分泌蛋白质组学(secretomics)的兴起和

发展,使得大规模地分析 FOM 分泌蛋白质组成为

可能.因此,进一步应用蛋白质组学技术,分析不同

生理和环境条件、以及病害侵染过程中 FOM 的分

泌蛋白质组表达变化,并开展重要分泌蛋白质的基

因功能研究,将成为了解分析 FOM 致病机制的重

要手段.
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GenomeＧscalepredictionandanalysisofsecreted
proteinsofFusariumoxysporumf．sp．melonis

NIEYanfang１　ZHOUGan２　HUANGJiayao２　WANGZhenzhong２　LIYunfeng２
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Abstract　GenomeＧscalepredictionofFOM(Fusariumoxysporum f．sp．melonis)secretomewas
firstlyperformedbycombiningdifferentbioinformaticsoftwares,includingSignalP,TMHMM,WOLFPＧ
RT,TargetP,bigＧPIFungalPredictor,andSecretomePinthisstudy．Ofthe２６８１１FOM proteinseＧ
quences,１１４５sequences(４．３％)werepredictedtobeclassicallysecretedproteinsand８４７１sequences
(３１．６％)mightbesecretedinanonＧclassicalmanner．The１１４５secretedproteinswerecharacterizedwith
１００to６００aminoacids,andthelengthofthesignalpeptideswasconcentratedbetween１７to２２amino
acids．Ofthe１１４５classicallysecretedproteins,atotalof６０５proteinswerefunctionallyannotatedtobe
involvedincarbohydratemetabolicprocess,transportprocess,hydrogenperoxidecatabolicprocessand
biosyntheticprocess．Amongthe１１４５classicallysecretedproteins,２７７proteins(２４．２％)werepredicted
tobeCAZymes．

Keywords　Fusariumoxysporumf．sp．melonis;secretedprotein;signalpeptide;carbohydrateＧacＧ
tiveenzyme;proteinfunctionprediction
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